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摘要:目的 研究明日叶查尔酮(Angelica keiskei chalcones，AC)对胰岛素抵抗
L6 细胞磷脂酰肌醇 3 激酶-蛋白激酶-葡萄糖转运体 4(PI3K-Akt-GLUT4)信号通路的
影响。方法 采用高浓度胰岛素诱导的胰岛素抵抗 L6 细胞，分别加入 5、10、20
μmol /L终浓度的明日叶查尔酮共同培养 24 h，葡萄糖氧化酶法测定细胞上清液中葡
萄糖含量，逆转录聚合酶链式反应方法检测细胞 PI3K和 Akt 的 mＲNA 表达水平，蛋
白印迹法检测 GLUT4 和 Akt的蛋白表达水平。结果 胰岛素抵抗组细胞培养液的
葡萄糖含量显著高于空白对照组(P ＜ 0. 05)，而 PI3K mＲNA、Akt mＲNA 和 GLUT4、
Akt蛋白表达水平则降低(P ＜ 0. 05) ;中、高剂量 AC 组细胞培养液葡萄糖含量均低
于胰岛素抵抗组(P ＜ 0. 05)，而 PI3K mＲNA、Akt mＲNA 和 GLUT4、Akt蛋白表达水平
则升高(P ＜ 0. 05)。结论 明日叶查尔酮可上调 L6 细胞胰岛素抵抗模型 PI3K-Akt-
GLUT4 信号通路的表达水平，增强其对葡萄糖的摄取利用，改善胰岛素抵抗。
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骨骼肌对机体血糖水平和葡萄糖代谢有重要
意义［1］。在胰岛素抵抗状态下，骨骼肌的磷脂酰
肌醇 3 激酶 (phosphatidy I inositol 3-kinase，
PI3K)/ 蛋白激酶(serine-threonine kinases，Akt)
信号转导途径的调节作用下降，葡萄糖转运体 4
(glucose transport 4，GLUT4)的表达水平和转运
能力降低，骨骼肌对葡萄糖的摄取利用减少［2］。
明日叶查尔酮是从明日叶中提取的一种含有 1，
3-二苯基丙烯酮结构的黄酮类化合物。国内外研
究表明，明日叶查尔酮具有抗氧化、抗糖尿病等多
种生物学活性［3-4］。本研究采用高胰岛素诱导 L6
骨骼肌细胞建立胰岛素抵抗细胞模型，加入不同
剂量的明日叶查尔酮共同培养，观察明日叶查尔
酮对 L6 细胞 PI3K-Akt-GLUT4 信号通路及胰岛素
抵抗的影响。
1 材料与方法
1. 1 试剂和仪器
明日叶查尔酮由本实验室制备，经紫外分光
光度法测定含量 ＞ 90%。查尔酮标准品购于美国
Sigma 公司。用缓冲液配制成浓度为 0. 2 mol /L
的明日叶查尔酮溶液。大鼠 L6 成肌细胞株购自
中国科学院上海生命科学研究院。胎牛血清，
Gibco公司;胰酶、胰岛素，Biosharp 公司;DEME
培养基，PBS，HyClone 公司;考马斯亮蓝、牛血清
白蛋白，南京奥多福尼生物科技有限公司。葡萄
糖测定试剂盒，中生北控生物科技股份有限公司;
ECL发光试剂盒，赛默飞世尔科技公司;引物由
厦门闽研生物科技有限公司合成;一抗(Anti-
GLUT4、Anti-GAPDH、Anti-Akt473)、HＲP 标记的
二抗抗体，康欣生物技术有限公司。
梯度 PCＲ 仪(CT004047)、大型台式高速冷
冻离心机(STI6Ｒ)、多波长酶标仪(Multiskan
FC)、奥林巴斯倒置显微镜 CX3I，赛默飞世尔科
技公司;电泳仪(04IBＲ09802)、快速转印系统
(690BＲ00867 )、 全 波 长 凝 胶 成 像 仪
(731BＲ1170)，BIO-ＲAD公司;琼脂电泳仪(DYY-
6C)，北京市六一仪器厂;相差显微镜(Ti-v)，尼
康公司。
1. 2 胰岛素抵抗细胞模型的建立与分组处理
参照文献［5］方法略加改进建立 L6 细胞的
胰岛素抵抗模型:在 5% CO2、37 ℃条件下，将复
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苏的 L6 细胞接种在含 10% 胎牛血清的 DEME
培养基中培养。2 d 后更换含 2% 胎牛血清的
DEME 培养基继续培养，至细胞长出肌管，分化成
熟。加入含 2%牛血清白蛋白的无血清培养基饥
饿培养 3 h 后，再加入终浓度为 1 × 10 －7mol /L 胰
岛素溶液为模型组，同时设只加入缓冲液(无胰
岛素)的细胞为对照组，两组细胞均加入 10
mmol /L葡萄糖 0. 1 mL，继续培养 24 h后，模型组
上清液中葡萄糖浓度明显高于对照组，说明 L6 细
胞胰岛素抵抗模型诱导成功。
按照上述方法诱导 L6 细胞产生胰岛素抵抗，
收获细胞，调节细胞密度为 1 × 106个 / L。取造模
成功的细胞悬液 0. 1 mL 加入 24 孔培养板中，分
别加入终浓度为 5、10 和 20 μmol /L 明日叶查尔
酮，为低、中、高 3 个剂量组［6］，并设胰岛素抵抗组
(只加缓冲液)和空白对照组(分化成熟 L6 细胞
加缓冲液)，每组设 4 个平行孔。各组细胞同时
加入 10 mmol /L 葡萄糖 0. 1 mL，共同孵育 24 h，
进行指标测定。
1. 3 检测指标
1. 3. 1 葡萄糖浓度 采用葡萄糖氧化酶法测定
细胞培养液中的葡萄糖浓度，操作严格按照试剂
盒说明书进行。
1. 3. 2 PI3K 和 Akt mＲNA 表达水平 取各组细
胞用 Trizol 试剂提取总 ＲNA 并测定纯度后，在逆
转录酶(MLV)催化下合成 cDNA，以适量 cDNA
为模板在 TaqDNA 聚合酶催化下进行 PCＲ 扩增。
PI3K 基因上下游引物:5'-AGCATCCCCTCCGTG
CCCAA-3' 和 5'- GAAGGCGGGGGAGGGGAGAG-
3'，扩增片段为 333 bp;Akt B 基因上下游引物:
5'-AAACCTGGCGGCCACGCTAC-3' 和 5'- TTGG
CCAGGGCCACCTCCAT-3'，扩增片段为 361 bp;
磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为内参照，上下游引
物: 5'-TCTCCGCCCCTTCCGCTGAT-3' 和 5'-
CCACAGCCTTGGCAGCACCA-3'，扩 增 片 段 为
291 bp。所用引物均由厦门闽研生物科技有限公
司合成。基因扩增条件:预变性 95 ℃，2 min 后进
入循环，95 ℃20 s、59 ℃25 s、72 ℃30 s，45 个循环
后 72 ℃延长 5 min。将 PCＲ产物在 2%琼脂凝胶
系统上电泳，经凝胶成像系统对其条带进行吸光
度扫描，以 GAPDH为内参物，用目的基因吸光度
与 GAPDH吸光度比值代表目的基因的相对表达
含量。
1. 3. 3 GLUT4 和 Akt 蛋白表达水平 用
Western-blot 法检测各组细胞 GLUT4 和 Akt 蛋白
表达水平。各组细胞培养 24 h 后，吸弃上清，加
入 200 μL自制细胞裂解液，将细胞碎片及裂解液
加入 EP管，4 ℃孵育 20 min，4 ℃ 12 000 r /min离
心 20 min，取上清液紫外法测定蛋白含量，取含
30 μg 总蛋白的上清液进行 10% SDS-PAGE 电
泳。停止电泳后于 4 × 100 V 条件下转膜 1 h，然
后用脱脂奶粉 37 ℃ 封闭 1 h，充分洗膜后加相应
稀释的一抗溶液(GLUT4，Akt 均按 1 ∶ 400 稀释、
GADPH 按 1∶ 2000 稀释)4 ℃ 孵育过夜，洗膜后
加入 HＲP酶标二抗，用 ECL 化学发光法，经凝胶
成像仪曝光显影，以 GAPDH 为内参照，用
VIEWIMAGE图像分析系统对 Western blot 的条
带进行分析。
1. 4 统计学分析
实验数据 珋x ± s 表示，采用 SPSS 18. 0 软件进
行单因素方差分析，同时采用 LSD进行比较，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 细胞培养液中葡萄糖浓度
由表 1 可见，胰岛素抵抗组细胞上清液中葡
萄糖浓度显著高于空白对照组(P ＜ 0. 05)，5、10、
20 μmol /L明日叶查尔酮组细胞上清液中葡萄糖
浓度均低于胰岛素抵抗组(P ＜ 0. 05)。
表 1 细胞培养液中的葡萄糖浓度(n =4，珔x ± s)
组别 剂量 /(μmol /L) 吸光度值 葡萄糖浓度 /(mmol /L)
空白对照组 0 0. 58 ± 0. 07 2. 92 ± 0. 38
胰岛素抵抗组 0 1. 37 ± 0. 18 6. 85 ± 0. 91(1)
明日叶查尔酮组 5 0. 79 ± 0. 09 3. 96 ± 0. 45(2)
10 0. 77 ± 0. 11 3. 87 ± 0. 58(2)
20 0. 62 ± 0. 06 3. 11 ± 0. 32(2)
注:(1)与空白对照组比较，P ＜ 0. 05;(2)与胰岛素抵抗组比较，P ＜ 0. 05
2. 2 细胞 PI3K和 Akt mＲNA表达水平
由表 2 可见，胰岛素抵抗组 PI3K 和 Akt
mＲNA 表达水平均显著低于空白对照组(P ＜
0. 05);10、20 μmol /L 明日叶查尔酮组 PI3K 和
Akt mＲNA表达水平均高于胰岛素抵抗组(P ＜
0. 05)。PI3K、Akt mＲNA电泳图谱见图 1。
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表 2 细胞磷脂酰肌醇 3 激酶(PI3K)、蛋白激酶(Akt)mＲNA表达水平(n =4，珔x ± s)
组别 剂量 /(μmol /L) PI3K /GAPDH Akt /GAPDH
空白对照组 0 0. 79 ± 0. 08 0. 68 ± 0. 01
胰岛素抵抗组 0 0. 15 ± 0. 04(1) 0. 28 ± 0. 00(1)
明日叶查尔酮组 5 0. 53 ± 0. 01(2) 0. 36 ± 0. 01
10 0. 59 ± 0. 00(2) 0. 53 ± 0. 06(2)
20 0. 66 ± 0. 01(2) 0. 59 ± 0. 09(2)
注:(1)与空白对照组比较，P ＜ 0. 05;(2)与胰岛素抵抗组比较，P ＜ 0. 05;GAPDH:磷酸甘油醛脱氢酶
IＲ:胰岛素抵抗组;C:空白对照组;L:5 μmol /L明日叶
查尔酮组;M:10 μmol /L明日叶查尔酮组;
H:20 μmol /L明日叶查尔酮组
图 1 磷脂酰肌醇 3 激酶(PI3K)、蛋白
激酶(Akt)mＲNA电泳图
2. 3 细胞 GLUT4 和 Akt蛋白表达
由图 2 可见，胰岛素抵抗组 GLUT4 /GAPDH
和 Akt /GAPDH 值分别为 0. 25 ± 0. 02 和 0. 38 ±
0. 01，均显著低于空白对照组(P ＜ 0. 05)。10、20
μmol /L明日叶查尔酮组 GLUT4 /GAPDH 和 Akt /
GAPDH值分别为 0. 52 ± 0. 00 和 0. 69 ± 0. 06，高
于胰岛素抵抗组，差异具有统计学意义(P ＜
0. 05)。GLUT4 和 Akt蛋白电泳图见图 3。
C:空白对照组;IＲ:胰岛素抵抗组;L:5 μmol /L明日叶查
尔酮组;M:10 μmol /L明日叶查尔酮组;H:20 μmol /L明
日叶查尔酮组;与空白对照组比较，P ＜ 0. 05;
(2)与胰岛素抵抗组比较，P ＜ 0. 05
图 2 细胞葡萄糖转运体 4(GLUT4)和蛋白
激酶(Akt)蛋白Western结果
3 讨论
本实验结果显示，胰岛素抵抗组细胞培养液
中葡萄糖浓度较空白对照组显著性升高，而 PI3K
mＲNA、Akt mＲNA 与蛋白表达水平，以及 GLUT4
蛋白表达水平则显著性降低，提示胰岛素抵抗细
胞模型形成，PI3K-Akt-GLUT4 信号通路障碍，骨
C:空白对照组;IＲ:胰岛素抵抗组;L:5 μmol /L明日叶查
尔酮组;M:10 μmol /L明日叶查尔酮组;
H:20 μmol /L明日叶查尔酮组
图 3 葡萄糖转运体 4(GLUT4)、蛋白
激酶(Akt)蛋白电泳图
骼肌的葡萄糖摄取受到抑制。这与文献报道的糖
尿病小鼠骨骼肌中 PI3K mＲNA 和 Akt mＲNA 水
平降低以及原代骨骼肌细胞中磷酸化 Akt蛋白表
达水平降低的结果一致［7-8］。本研究结果还可
见，10、20 μmol /L 明日叶查尔酮组 PI3K mＲNA、
Akt mＲNA、Akt蛋白和 GLUT4 蛋白表达水平均高
于胰岛素抵抗组(P ＜ 0. 05)，而细胞培养液中的
葡萄糖浓度则显著性低于胰岛素抵抗组，表明明
日叶查尔酮具有上调胰岛素抵抗骨骼肌细胞
PI3K mＲNA 和 Akt mＲNA与蛋白，以及 GLUT4 蛋
白表达水平的作用，从而改善该细胞 PI3K /Akt /
GLUT4 信号通路的信号转导障碍、增强其对葡萄
糖的摄取，改善其胰岛素抵抗状况。这也与前期
研究中证实的明日叶查尔酮对糖尿病大鼠肝细胞
PI3K /Akt 和骨骼肌 GLUT4 表达的影响作用一
致［9-10］。因此可以认为，明日叶查尔酮能够上调
胰岛素抵抗骨骼肌细胞 PI3K-Akt-GLUT4 信号通
路的表达，增强其对葡萄糖的摄取利用，改善其胰
岛素抵抗状况。
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cm)和离手术台 250 cm 的位置(配药位，高 140
cm)，在灌注前，灌注中和灌注后分别采样。结果
不同位置、不同时间，滤膜检测结果均 ＜ 0. 010 ×
10 －3 mg /m3，液体吸收管检测结果均 ＜ 0. 024 ×
10 －3 mg /m3。
在手术台四周空气采样位置地面，通过棉签
蘸 1%硝酸∶盐酸(1∶ 3)溶液擦拭(10 × 10)cm2 面
积范围进行采样，采样后棉签置于 10 mL 1%硝酸
∶盐酸(1 ∶ 3)溶液中，溶液作为测试样品，共计 3
个样品。结果灌注位地面、麻醉位地面和配药位
地面 检 测 结 果 分 别 为 1. 850、 ＜ 0. 769 及
2. 250 ng。
结果表明，用本方法测定手术室空气中的顺
铂，方法简便、快捷、准确且灵敏度高可用于手术
室空气中顺铂的检测。
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